Study on the epigenetic mechanism of BET inhibitor I-BET151 anti-hepatocarcinoma effect by 周仲实
 学校编码：10384                                 分类号      密级        
学    号：24520121153225                                    UDC       
 
 
硕  士  学  位  论  文 
BET蛋白抑制剂 I-BET151抗肝癌作用的 
表观遗传学机制研究 
Study on the epigenetic mechanism of BET inhibitor I-BET151 
anti-hepatocarcinoma effect 
 
 
周仲实 
 
指导教师姓名：李善花  副教授 
专 业  名 称：药理学 
论文提交日期：2015年  月 
论文答辩时间：2015年  月 
学位授予日期：2015年  月 
 
 
答辩委员会主席：                     
评    阅    人：                     
2015年 月 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 BET
蛋白抑制剂
I-BET151
抗肝癌作用的表观遗传学机制研究
 
 
 
 
 
 
 
周仲实
 
 
 
 
 
 
 
指导教师
 
 
 
 
李善花
 
 
副
教授
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦门大学
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。本人
在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文中以适当
方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的资助，
在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课题或课题组
负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
                                                年   月   日 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》等
规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位论文（包
括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及其数据库被查
阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、硕士学位论文共
建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇编出版，采用影印、
缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文， 
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应是
已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员会审
定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公开学位论
文，均适用上述授权。） 
 
 
                               声明人（签名）： 
年   月   日 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 I 
缩略语索引 
缩略语 英文全名 
BET bromodomain and extraterminal 
HCC Hepatocellular Carcinoma 
BRD2/3/4 bromodomain-containing protein 2/3/4 
DMSO Dimethyl Sulphoxide 
Yap1 Yes-associated protein 1 
PI Propidium Iodide 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase 1 
c-Myc V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 
FOSL1 FOS-like antigen 1 
CHX Cycloheximide from microbial 
DOT1L DOT1-like histone H3K79 methyltransferase 
H3K79me2 Histone H3 dimethyl Lys79 
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II 
摘 要 
肝细胞癌是原发性肝癌最主要的类型，具有侵袭力强、易转移、预后差、死亡率高
等特点，研发新的高效靶向治疗药物具有重要意义。I-BET151为新型靶向 BET蛋白小
分子抑制剂，可抑制多种肿瘤的恶性表型，但其对肝细胞癌的作用尚未见报道。明确靶
向 BET 蛋白小分子抑制剂 I-BET151 对肝细胞癌增殖等恶性表型的影响，阐明其调控
肝癌关键原癌基因 Yap1转录的表观遗传学机制，探讨以正性组蛋白甲基化修饰为靶点
的小分子化合物在肝细胞癌治疗中的潜在应用前景为本文的研究重点。 
本研究首先观察了 I-BET151对HCC细胞增殖、细胞周期及细胞凋亡等方面的影响；
其次明确了 I-BET151 对原癌基因 Yap1 的蛋白及转录水平的影响，并通过构建稳定干
扰或瞬时过表达 BRD4、siRNA沉默 BET蛋白家族等研究手段，探讨了 BET蛋白家族
对 Yap1转录的调控作用；通过 ChIP实验，明确了 I-BET151对 Yap1启动子 H3K79me2
及 H3K4me3 等正性组蛋白修饰水平的影响，利用 siRNA 及靶向 DOT1L 抑制剂
EPZ004777沉默 DOT1L等方法，证实了 DOT1L介导的 H3K79me2正性组蛋白修饰在
肝细胞癌恶性增殖及 Yap1转录调控中的关键生物学作用。 
实验结果表明 I-BET151可显著抑制 HCC细胞恶性增殖表型，诱导 G1期细胞周期
阻滞及凋亡；I-BET151可明显抑制 Yap1的转录，但对其蛋白稳定性没有明显的影响；
Yap1 的转录调控不依赖于 BRD4，提示 BRD2 可能参与 Yap1 的转录调控；I-BET151
可明显降低 Yap1启动子 H3K79me2正性组蛋白甲基化修饰水平，H3K79me2甲基转移
酶 DoT1L的功能沉默可明显抑制 HCC细胞的增殖及 Yap1的转录。 
综上所述，BET 蛋白小分子抑制剂 I-BET151 通过抑制 DOT1L 介导的 H3K79me2
正性组蛋白甲基化修饰调控的原癌基因 Yap1转录是其抗肝癌作用的重要分子事件。本
研究阐明了 I-BET151 抑制肝癌关键原癌基因 Yap1 转录的表观遗传学机制，扩展了对
BET蛋白及甲基转移酶 DOT1L靶向的小分子抑制剂在抗肝癌应用领域的认识，为肝细
胞癌防治提供了崭新的治疗靶点。 
 
关键词：肝细胞癌；I-BET151；Yap1；DOT1L；H3K79me2 
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Abstract 
With high aggressive and poor prognosis, hepatocellular carcinoma (HCC) is the most 
common type of liver cancer in the world. Therefore it is important to discover novel and 
high efficiency anti-tumor targeted medicine. Small molecule inhibitors targeting BET 
protein are proved to suppress a diversity of tumors; however the effect on HCC is still 
unknown. Here we report the effects of I-BET151 on malignant phenotype of HCC cell lines, 
the epigenetic regulatory mechanisms of I-BET151 on transcription of Yap1 and show the 
poetical application prospect of small molecule targeting histone modification. 
In this study, we first studied the effect of I-BET151 on the proliferation, cell cycle, and 
apoptosis of HCC cell. Then we tested the effect of I-BET151 on the protein expression and 
transcription of Yap1. After that, with shRNA-mediated knock-down BRD4, over expression 
of BRD4 or siRNA transfection, the role of BET protein family in the transcription of Yap1 
was examined. The effect of I-BET151 on the level of H3K79me2 and H3K4me3 at the 
promoter of Yap1 was investigated by ChIP assay. Finally, with siRNA transfection or 
inhibitor to DOT1L, the significant role of DOT1L-mediated H3K79me2 at the promoter of 
Yap1 in the proliferation of HCC cells and the transcription of Yap1 were explored. 
The result showed that: firstly, I-BET151 treatment decreased proliferation, blocked cell 
cycle progression and induced apoptosis in HCC cell lines. Secondly, I-BET151 represses the 
transcription of Yap1 but had no effect on Yap1 stability. Thirdly, the transcription of Yap1 
was independent on BRD4, and it indicated that Yap1 was transcriptional target of BRD2 in 
HCC cell lines. Fourthly, I-BET151 significantly inhibited H3K79 methylation at the 
promoter of Yap1; the down-regulation of DOT1L obviously inhibited the proliferation of 
HCC cell lines and the transcription of Yap1. 
All the results indicate that the transcription of Yap1 is repressed by I-BET151 through 
DOT1L-mediated H3K79me2 at the promoter of Yap1. We clarify the epigenetic regulatory 
mechanism of I-BET151 on transcription of Yap1, explore the role of inhibitor targeting BET 
protein and histone modification in anti-HCC and provide a novel target for liver cancer 
therapy.   
 
keywords：HCC; I-BET151; Yap1; DOT1L; H3K79me2 
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第一章 绪论 
1.1 肝细胞癌的研究现状 
1.1.1 肝癌的分类 
肝癌（liver cancer）是世界第 6大常见恶性肿瘤[1]。全世界每年新发肝癌 26万例，
值得注意的是全世界超过半数的肝癌患者集中在中国，虽然采取积极的手术治疗，我国
每年仍约有 11 万人死于肝癌，高居恶性肿瘤病死率的第 2 位[2]。从地理分布来看，肝
癌高发区多位于温暖潮湿的沿海地区，且农村高于城市。通过流行病学调查发现，中国
的肝癌患者存在明显的性别差异，男女比例约为 3：1[3]。 
肝脏肿瘤种类较多，包括肝细胞癌（Hepatocellular Carcinoma，HCC）、胆管癌、肝
毒细胞瘤、胆管囊腺癌、血管肉瘤和上皮样血管内皮瘤。根据病灶是否原发于肝脏，可
以将肝癌分为转移性肝癌和原发性肝癌。转移性肝癌系指全身各个脏器的癌肿例如胃肠
道癌、肺癌、胰腺癌、乳腺癌等转移至肝脏。转移至肝脏的途径有门静脉、肝动脉、淋
巴路和直接浸润 4种。中国原发性肝癌与转移性肝癌的发病率比较接近。转移性肝癌有
时与原发性肝癌不易区别。当原发癌灶比较隐匿时，亚临床期继发性肝癌的早期诊断较
为困难。大多在原发癌术前检查、术后随访或剖腹探查时发现。其主要症状包括体重下
降、门脉高压、肿瘤大以及消化道出血等。原发性肝癌是指发生于肝脏上皮的恶性肿瘤，
包括肝细胞癌、胆管细胞癌（cholangio carcinoma）以及混合型肝癌（mixed primary 
carcinoma of liver），其中肝细胞癌占到 83%，是原发性肝癌最主要的类型，具有侵袭力
强、易转移及预后差等特点，研究资料显示，肝细胞癌是全世界发病率居第 6位，致死
率高居第 3位的恶性肿瘤，每年有大约 70万人死于该病[4]。 
1.1.2 肝细胞癌的致病因素 
研究发现，肝细胞癌的地理分布不均衡，提示在不同地区，导致肝细胞癌发生的因
素不尽相同[5]。学界普遍认为，肝细胞癌的发生是多因素、多途径、多步骤长期作用的
结果，是环境致癌因素（病毒的感染、黄曲霉毒素的摄入以及饮酒等）作用下导致遗传
学和表观遗传学的累积性改变所致。主要致癌因素包括以下几类： 
1）病毒感染：目前已知多种病毒都与肝细胞癌的发生有关，主要包括：乙型肝炎病毒、
丙型肝炎病毒、丁型肝炎病毒、EB 病毒等。其中乙型肝炎病毒与肝细胞癌的病理学关
系较为明确。 
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2）过量饮酒：酒精的过量摄取是导致肝硬化主要原因，最终会发展成为肝细胞癌[6, 7]。 
3）黄曲霉毒素：黄曲霉素 B1（AFB1）常出现在霉变的食物，研究表明它与肝细胞癌
密切相关[8]。 
4）吸烟和肥胖[9]。 
5）糖尿病：长期糖代谢紊乱，使脂蛋白合成受阻，大量脂肪酸积累在肝脏，导致非酒
精性脂肪肝性肝炎，诱发肝细胞癌[10]。 
6）遗传因素：遗传性血色病与肝细胞癌发生密切相关[11]。 
7）幽门螺杆菌感染[12]。 
8）肝吸虫感染[13]。 
1.1.3 肝细胞癌的病理学过程 
如图 1所示，肝细胞癌的发生是一个长期多因素共同作用的结果，涉及多种遗传学
及表观遗传学的改变。其基本的病理学过程分为以下几个阶段：首先在 HBV、HCV、
酒精、AFB1以及代谢紊乱等肝细胞癌诱因作用下出现肝损伤，肝脏细胞长期代偿性增
生和坏死，发展为肝脏慢性炎症，病情继续恶化转变为肝硬化，伴随慢性炎症环境下多
种细胞因子和炎症因子表达，产生退变结节，基因组发生突变，原癌基因被激活，抑癌
基因被抑制，导致肝细胞癌的发生[14]。 
 
图1 肝细胞癌发生的病理学过程 
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肝细胞癌的病理学过程主要分为以下三个阶段：①慢性肝炎；②肝硬化；③HCC。  
1.1.4 肝细胞癌的表观遗传学 
表观遗传学是指在基因的 DNA序列没有发生改变的情况下，基因功能发生可遗传
的遗传信息变化，并最终导致可遗传的表型变化，而且这种改变在组织发育和细胞增殖
过程中能稳定遗传且具有潜在的可逆性[15]。表观遗传学修饰主要包括：DNA 甲基化、
组蛋白修饰、非编码 RNAs（小分子非编码 RNAs、microRNA、miRNA）调控及染色体
重塑等。 
1.1.4.1 DNA甲基化与肝细胞癌 
DNA甲基化是一种常见的表观遗传修饰方式。主要的甲基化位点是CpG二核苷酸。
DNA 甲基化修饰对基因的表达的调控可以通过细胞的减数分裂和有丝分裂遗传给子
代。研究发现 DNA甲基化水平异常普遍存在于多种癌症中[16]。文献指出，在肝细胞癌
中，P16、E-cadherin等抑癌基因的 DNA甲基化水平出现异常高表达，从而抑制其转录
水平表达[17-19]。 
1.1.4.2 组蛋白修饰与肝细胞癌 
组蛋白的修饰异常与肿瘤的发生、发展密切相关。组蛋白序列高度保守。它是构成
核小体的重要组成部分，其构成的八聚体包括各 2 分子的 H2A、H2B、H3 和 H4 以及
单体组蛋白 H1。不同组蛋白的一级结构有所差别，H1、H2A、H2B中富含赖氨酸，H3
和 H4则精氨酸含量丰富。组蛋白修饰主要包括组蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化、腺苷
酸化、泛素化以及 ADP核糖基化。肝癌组织中 H3K27me3呈现异常高表达[20]，Testoni 
B提出 IFNα/STAT2通过招募 EZH2促进肝癌中 H3K27的三甲基化从而抑制 p53的表
达[21]。本实验室则发现，在 HCC中，menin（the mulitple endocrine neoplasia type 1）通
过招募MLL（mixed lineage leukemia）形成组蛋白甲基转移酶复合物，增加癌基因 YAP1
（yes-associated protein1）的启动子区域 H3K4Me3修饰，从而上调 Yap1的表达[22]。 
1.1.4.3 非编码 RNA与肝细胞癌 
非编码 RNA 也是一种重要的表观遗传修饰。其中研究最为深入的是 microRNA，
它参与细胞的多个重要的生理进程，包括细胞增殖、细胞周期调节、细胞分化以及凋亡
等[23, 24]。有研究显示，miR-122a、miR-199a 在肝癌中低表达，在 HCC 细胞中补充
miR-199a-3p，可以增加其对阿霉素的敏感性[25-27]。 
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1.1.5 肝细胞癌的治疗 
目前，肝细胞癌的临床治疗主要分为三大类：外科手术、局部治疗和全身治疗。外
科手术治疗主要包括手术切除和肝脏移植；局部治疗包含介入治疗和经皮局部消融；全
身治疗主要是常规化疗等。总体来说，肝细胞癌的治疗存在着早期诊断难、复发转移率
高、治疗针对性差和治疗手段单一等问题，有效防治肝癌是我们面临的严峻任务。随着
对肝细胞癌相关分子机制的研究不断深入，针对其信号通路及分子机制的小分子靶向药
物成为研究的热点。 
1.2 靶向 BET蛋白小分子抑制剂的抗肿瘤作用 
肿瘤靶向药物主要分为两大类。肿瘤靶向药物主要分为两大类。第一类为单克隆抗
体，作用环节有 2个：非直接结合类型，直接激活生长抑制信号通路或诱导凋亡，还可
以激活免疫防御机制来杀伤癌细胞；作为偶联抗体，引导其他药物到达特定靶点发挥药
效。第二类为靶向小分子药物，包括络氨酸激酶抑制剂、基质金属蛋白酶抑制剂、血管
内壁生长因子受体抑制剂、环氧化物酶 2抑制剂等，主要通过竞争性抑制作用来达到治
疗作用。靶向 BET蛋白小分子抑制剂属于第二类。 
1.2.1 BET蛋白家族概述 
如图 2所示，BRD4（bromodomain-containing protein 4）与 BRD2（bromodomain- 
containing protein 2）、BRD3（ bromodomain-containing protein 3）及 BRDT
（ bromodomain testis-specific protein）等具有相类似的结构域，  统称为 BET
（bromodomain and extraterminal）蛋白。BET蛋白家族在各个物种之间同源性很高，已
知的成员包括斑马鱼Brd2a和Brd2b[28]、果蝇 Fsh[29]，酵母Bdf1和Bdf2，哺乳动物BRD2、
BRD3、BRD4、BRDT 等[30]。该家族成员具有高度保守性，通常包含两个串联的溴结
构域、一个 ET（extra-terminal）结构域、motif B及 SEED（Ser/Glu/Asp富集区），部
分成员还包含 CTD（C-terminal domain）[31]，但在植物体内没有发现具有双溴结构域的
蛋白存在，取而代之的是不同基因编码的单溴结构域蛋白，共同完成双溴结构域蛋白的
功能[30, 31]。BET 蛋白家族中，同源蛋白第一个溴结构域之间的相似度高于第二个溴结
构域[32]。BET 蛋白在基因调控过程中起着重要的作用，它们与染色质上乙酰化的组蛋
白结合，通过招募酶类参与染色体修饰，促进或抑制目的基因的表达[33]。此外，有文献
报导 BET蛋白与 Notch家族成员在染色质上位置邻近，表明 BET蛋白可能与 Notch家
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族在功能上存在某些联系[34, 35]。 
 
图2 BET蛋白家族成员及结构
[30] 
人源、果蝇以及酵母菌 BET蛋白家族成员。模式图中数字显示的是每个成员的各个结构域起始和终
末位置。数据来源自 GenBank，hBrd2，NM_005104；hBrd3，NM_007371；hBrd4，NM_058243；
hBrdt，NM_207189；dFsh，M23221；yBdf1，NP_013503 (derived from NC_001144)和 yBdf2，Z74119。
使用软件进行基因比对。 
1.2.2 BET蛋白主要生物学功能 
BET 蛋白家族在生物体内具有重要的生物学功能，主要通过其溴结构域与乙酰化
的组蛋白结合发挥其生物学作用。BRD4 参与染色体结构稳定性的维持，逆转录病毒
HBV、HIV的感染。BRD2抑制脂肪生成和胰岛素的分泌，BRD3抑制造血系统的分化。
BRD2/3/4共同促进细胞增殖，释放炎症因子，激活 NF-κB通路[33]。 
1.2.3 BET蛋白调控下游靶基因的作用机制 
目前， BET蛋白家族中研究最为深入的成员是 BRD4，对其调控机制也最为清晰。 
1.2.3.1 BRD4的经典靶基因调控途径 
BRD4可以与 CyclinT/Cdk9（Cyclin-dependent kinase 9）复合物结合，从而激活
P-TEFb，继而招募 RNA聚合酶Ⅱ，结合到下游靶基因 c-Myc、c-Jun启动子上，促进其
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